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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Isolierung eines viralen Agens, das mit der "Mystery Swine Disease" assoziiert ist sowie 
Verfahren zur Anzucht, Verfahren zur Attenuierung des Virus und zur Impfstoffherstellung. 

5 

STAND DER TECHNIK 

Kurzlich hat eine offensichtlich neue Schweineerkrankung zu schweren Verlusten in Zuchtbestanden in den Ver- 
einigten Staaten und in bestimmten Regionen Kanadas gefuhrt (Keffaber, K.K., "Reproductive Failure of Unknown 

10 Etiology 0 , American Association ol Swine Practitioners Newsletter, 1:109 (1989). Eine ahnliche Erkrankung wurdeauch 
aus bestimmten Regionen Deutschlands, den Niederlanden und auch aus dem Vereinigten Konigreich und Spanien 
gemeldet (Wensvoort, G. et al., "Blue Ear Disease of Pigs", Vet. Rec. 128:574 (1991). Das hervorstechenste klinische 
Symptom dieser Erkrankung ist der Wurf von toten oder geschwachten Ferkeln zusammen mit einigen scheinbar ge- 
sunden, die sich in der Folge in einem schlechten Zustand befinden oder eine beeintrachtigte Atmung und ZNS-Sym- 

15 ptome entwickeln und sterben. In einigen befallenen Bestanden gehen bis zu 75 % aller Ferkel verloren. Folglich sind 
die okonomischen Konsequenzen dieser Krankheit betrachtlich. Die Krankheit wurde mit "Mystery Swine Disease", 
Swine Infertility and Respiratory Syndrome (SIRS)", "Blue Ear Disease" und "Porcine Reproductive and Respiratory 
Syndrome" bezeichnet. 

SIRS ist eine offensichtlich infektose Krankheit, die durch reproduktives Versagen, respiratorische Erkrankungen 
20 und verschiedene klinische Befunde einschlieBlich Anorexie, Fieber, Dyspnoe und leichte neurologische Befunde ge- 
kennzeichnet ist. Die Krankheit kommt in alien Arten von Schweineproduktionsanlagen vor und konnte zu einer der 
kostentrachtigsten Erkrankungen gehoren, die die Schweineindustrie heutzutage betreffen (Poison, D.R et al. "Finan- 
cial Implications of Mystery Swine Disease", Proceedings, Livestock Conservation Institute, Denver, CO, 6. Oktober 
1990). 

25 Die Infektion der Sauen kann unbemerkt verlaufen oder manifestiert sich durch ein beeintrachtigtes Allgemeinbe- 

finden, das einen Tag oder einige wenige Tage andauetl Zum Beispiel konnen die Sauen die Futteraufnahme verwei- 
gern und zeigen Korpertemperaturen Ober oder unter normal. In der Gebarphase schlieBen die Krankheitsanzeichen 
Depression, Lethargie, Pyrexie, gelegentliches Erbrechen, Abort, Totgeburten und/oder die Austragung mummifizierter 
Foten ein. Der haufigste klinische Befund ist ein dramatisches Anwachsen der Zahl der totgeborenen Schweine. Die 

30 Zahl der Totgeburten kann bis zu 20 % bis 30 % aller Geburten eines infizierten Bestandes betragen. Viele der als 
Totgeburten ausgetragenen Foten sind aufgequollen, so daB sie offensichtlich schon 24 bis 48 Stunden tot waren. 

Wie oben dargestellt, ist die Hauptkomponente von SIRS das reproduktive Versagen, das sich in Fruhgeburten, 
spaten Aborten, Geburt von geschwachten Schweinen, erhohte Zahl von Totgeburten, mummifizierte Foten, vermin- 
derte Geburtsraten und verzogerte Ruckkehr zum Ostrus manifestiert. Diese klinischen Befunde werden typischerwei- 

35 se 4 bis 16 Wochen oder sogar langer in einem Bestand beobachtet. Totgeborene Foten in betroffenen Wurfen sind 
oft in einem f ruhen Zustand der Mummifizierung, was durch eine gelbbraune Verfarbung der Haut und post-mortem 
Autolyse angezeigt wird. Haubenformige MiBbilden fotaler Schadel sind einige Male festgestellt worden. 

Klinische Befunde einer respirato rise hen Erkrankung sind am ausgepragtesten bei Ferkeln, die junger als drei 
Wochen sind. Sie werden aber auch von Schweinen jeden Alters in infizierten Bestanden berichtet. Die erkrankten 

40 Ferkel wachsen langsam, besitzen ein aufgerauhtes Haarkleid, respiratorische Schmerzen und eine erhohte Mortalitat 
(bis zu ungefahr 80 % Mortalitat bei nichtentwohnten Ferkeln). 

Befunde in vorlaufigen Studien von groBen und mikroskopischen Lasionen von an SIRS erkrankten Schweinen 
legen nahe, daB mikroskopische Lungenlasionen wichtige klinische Anzeichen dieser Erkrankung sind. Trotz ausge- 
pragter respiratorischer Anzeichen sind Lungen, die nicht durch sekundare bakterielle Infektionen kompliziert sind, 

45 entweder ausgepragt normal oder weisen eine schwache, diffuse, braunlich-graue Verfarbung der Lungenoberflache 
auf. Mikroskopische Untersuchungen des Lungen gewebes von an SIRS erkrankten Ferkeln zeigen ein charakteristi- 
sches Muster interstitieller Pneumonie (Collins, J. E. et al. "Respiratory Disease in a Swine Herd Experiencing a Re- 
productive Failure Syndrome", Proceedings, Minnesota Swine Conference for Veterinarians, p. 254, St. Paul, MN, 10.- 
18. September 1990). 

50 Das Auftreten von SIRS oder der "Mystery Swine Disease" ist weitverbreitet in den Vereinigten Staaten und wurde 

aus mindestens elf Staaten berichtet. Die primar verursachenden Agentien schlieBen, soweit in. der verbffentlichen 
Literatur berichtet wurde, das Encephalomyocarditis Virus (EMC), das Schweine-lnfluenzavirus (SIV), Mycotoxine und 
Chlamydia ein. 

55 DIE ERFINDUNG 

Gewebehomogenate von Ferkeln aus mit SIRS infizierten Bestanden reproduzierten durchweg die respratorischen 
und reproduktiven Formen von SIRS, wenn sie intranasal an gnotobiotischen Ferkeln und trachtigen Sauen inokuliert 
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wurden. Auf diese Weise inokulierte gnotobiotische Ferkel mit entweder unfittriertem oder filtriertem Inokulum (0,45, 
0,22 oder 0,1 jim) wurden anorektisch und entwickelten mikroskopische Lungenlasionen ahnlich denen aus mit SIRS 
befallenen Bestanden. Das gleiche Inokulum verursachte auch reproduktive Effekte, identisch mit denen aus mit SIRS 
infizierten Bestanden. Ein virales Agens wurde aus den Gewebehomogenaten erhalten. Das virale Agens verursacht 
s eine Krankheit das SIRS an Ferkeln und trachtigen Sauen nachbildet. Das virale Agens wurde am 18. Juli 1991 bei 
der American Type Culture Collection in Rockville, Maryland, USA, unterdem Aktenzeichen ATCC-VR2332 hinterlegt. 
Das virale Agens ist ein anspruchsvoller, nicht hamagglutierendes, umhulltes RNA Virus. 

A. ISOLIERUNG 

10 

Lungengewebe und ein kombiniertes Hirn-Milz-Leber-Nieren-Gewebe wurden aus einem infizierten Ferkel aus 
einem mit SIRS infizierten Bestand erhalten und separat homogenisiert Die einzelnen Homogenate wurden mit "Mo- 
dified Eagle's Medium 0 (MEM), das ungefahr 100 u^/ml Gentamycin enthieit, gemischt. Beide Proben wurden fur ca. 
25 Minuten bei ungefahr 4000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgenommen und durch ein 0,45 micron Filter 

75 filtriert. Das Gewebe- und das Lungenhomogenat wurden dann vereinigt. Das vereinigte Material wurde zur Infektion 
verschiedener Gewebekulturflaschen verwendet. 

Zwei Tests wurden in 75 cm 2 -Plastikflaschen durchgefuhrt. In Versuch Nummer 1 wurde das vereinigte Material 
in zwei Flaschen mit vollstandiger Zellschicht aus jeder unten aufgefuhrten Zellinie inokuliert. Zusatzlich wurde eine 
Flasche jeder Zellinie mit ungefahr 2,5 mg Trypsin verstetzt Alle verbleibenden Bedingungen waren fur jede Flasche 

20 einer Zellinie gleich. Serum wurde nicht zu dem Kulturmedium gegeben. Das Inokulum betrug ungefahr 1 ml. Alle 
Flaschen wurden fur ungefahr sieben Tage bei annahernd 4°C gehalten. Die Resultate wurden am Ende von ungefahr 
sieben Tagen aufgenommen. Nach Einfrieren und Auftauen wurde eine Probe fur eine zweite Passage in der gleichen 
Zellinie abgenommen. Das restliche Material wurde eingefroren und bei -60°C aufbewahrt 

In Versuch Nummer 2 wurde das vereinigte Material in Flaschen inokuliert, die die gleichen Zellinien enthielten, 

25 die auch in Versuch Nummer 1 verwendet wurden. Jedoch waren die Zellschichten zum Zeitpunkt der Inokulation nur 
zu 20 bis 40 % konfluent. Die Medten enthielten 10 % fotales Kalberserura Wieder war das Inokulum ungefahr 1 ml 
und die Kulturen wurden fur annahernd 7 Tage bei ungefahr 34°C inkubiert. Das Resultat der beiden Versuche ist 
unten zusammengefaBt. 



benutzte Zellinie 


Test Nummer 1 


Test Nummer 2 


bovine Nasenmuschel (BT) 






Katzenniere (CRFK) 






Affenniere (VERO) 






Affenlunge (VERO) 






Kaninchenniere (MDCK) 






Schweineniere (PK2a) 






Nerzlunge 






Frettch en lunge 






Rinderlunge 






Buffellunge 






Rinderniere (MDBK) 






Schweinehoden (ST) 






Affenniere (MA-104) 




+ 


humaner rektaler Tumor (HRT-18) 




n.b. 


humane Lunge 


n.b. 




+ = cytopathischer Effekt (CPE) 
- = kein cytopathischer Effekt 
n.b. = nicht bestimmt 



In Test Nummer 1 wurde in alien Zellinien kein cytopathischer Effekt beobachtet Jedoch begannen in Test Nummer 
2 kleine Klumpen aus MA-1 04-Zeilen anzuschwellen und "schwache Locher 0 in der Einzelschicht in den Flaschenecken 
zu bilden. Flussigkeit wurde aus der Flasche entnommen und in eine neue Flasche mit MA-1 04 Zellen gegeben (wieder 
mit 20-40 % Zellschicht); dies wurde ein drittes Mai wiederholt. Der cytopathische Effekt wurde mit jeder Passage 
groBer. Die oben beschriebenen Verfahren wurden fur die MA-104 Zellinie mit einer vollstandigen Zellschicht wieder- 
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holt. Ein cytopathischer Effekt (CPE) wurde ebenfalls beobachtet. 

Weitere Versuche zeigten, da8 das Virus auch bei ungefahr 37° C wachst. Die Anwesenheit von Serum konnte 

hilfreicher fur eine erste Isolation des viralen Agens sein. Nachfolgende Passagen des viralen Agens in der MA-104 

Zellinie zeigen einen CPE ohne Zugabe von Serum. Jedoch wird ein weitaus ausgepragter CPE unter Verwendung 
5 von Serum im Wachstumsmedium fur die MA-104 Zellinie beobachtet. 

Es wurde auch nachgewiesen, daB das virale Agens teilweise hitzebestandig bei 56°C fur annahemd 50 Minuten 

ist Als Ergebnis einer solchen Hitzebehandlung wurde der Virustiter urn ungefahr drei Zehnerpotenzen herabgesetzt. 

Das virale Agens wurde achtmal einer Passage mit gutem CPE, dersich nach drei Tagen in Passage funf und groBer 

entwickelte, unterworfen. Der erhaltene Titer betrug annahemd 10 5 ' 5 . Das virale Agens wachst auch in anderen Af- 
10 fenzellinien. Demzufolge gehort es zum Wissen eines Fachmanns auf diesem Gebiet, das SIRS Virus ATCC-VR2332 

oder davon abgeleitete Mutanten in anderen Zellinien durch Modifikation der Wachstumsbedingungen, der Wachs- 

tumsmedien, usw., anzuziehen. 

B. IN VIVO VERSUCHE 

15 

Die Ernte nach einer dritten Passage wurde fur die Inokulation zweier drei Tage alter gnotobiotischer Ferkel ver- 
wendet. Beide Ferkel wurden nasal exponiert Eines mit 1 ml und das andere mit 2 ml. Die Ferkel wurden 7 Tage 
beobachtet, dann wurden sie getotet. 

Gewebeproben wurden fur die Histopathologie und fur die Wiedergewinnung des viralen Agens verwendet. Der 
histopathologische Befund bestatigte, daB Lungenlasionen der infizierten Ferkel mit Lungenlasionen identisch waren, 
die aus an SIRS erkrankten Ferkeln stammten. 

Die Gewebeproben wurden wie zuvor beschrieben aufgearbeitet und dann auf einer 20 bis 40 % und 100 % 
Einzelschicht der MA-104 Zellinie mit fotalem Rinderserum kultiviert. Das virale Agens wurde erneut zuruckgewonnen. 

Die Ernte nach einer dritten Passage wurde ebenfalls fur die Inokulation von Sauen verwendet, urn die reproduk- 
25 tiven Effekte der Krankheit zu duplizieren und zu bestatigen. Zwei mehrfach trachtige Sauen wurden am ungefahr 93. 
Tag der Trachtigkeit intranasal inokuliert Die Sauen wiesen Wurfe mit 50 % totgeborenen Ferkeln am 112. bzw. 114. 
Tag der Trachtigkeit auf (8/1 3 und 6/14 totgeborene/lebendgeborene); Sieben der totgeborenen Ferkel waren teilweise 
mummifiziert, die lebendgeborenen Ferkel waren schwach und konnten nicht kraftig saugen. Das virale Agens wurde 
aus dem Gewebe der totgeborenen Ferkel wiedergewonnen. 
30 Das virale Agens wurde aus drei Bestanden gewonnen, von denen man wuBte, das sie mit SIRS infiziert waren. 

Antikorpertiter gegen das ATCC-VR2332 Virus wurden in denselben Bestanden nachgewiesen. 

Obgleich einige Unterschiede in den klinischen Befunden auftraten, d.h. kutane ZyanosederOhren, des Schwan- 
zes und des Euters an europaischen Schweinen, ist die vorherrschende Meinung, das die nordamerikanische und die 
europaische Krankheit durch das gleiche Virus verursacht werden. 

35 

C. VIRALE CHARACTERISTIC 

ATCC-VR2332 verursacht durchweg klinische Befunde und pulmonale Lasionen in gnotobiotischen Schweinen 
sowie negative ImF Resultate, was darauf hindeutet, daB das Virus keine Gruppenantigene besitzt, die antigenisch 

40 ahnlich denen der Viren aus den gegenwartigen Genera der Togaviridae sind. Das ATCC-233P konnte demnach eine 
noch nicht identifizierte Gattung der Togaviridae darstellen. ATCC-2332 ist auch kein bekanntes Schweinepathogen, 
da spezifische Antisera gegen mehrere bekannte virale Schweinepathogene nicht in der Lage waren, das Virus zu 
neutralisieren oder Antigene in infizierten Zellen nachzuweisen. 

ATCC-VR2332 ist ein anspruchsvolles, nicht hamagglutinierendes, umhuHtes RNA Virus. Das ATCC-VR2332 Virus 

45 wachst in einer kontinuierlichen Zellinie, insbesondere in MA-1 04 und anderen Affenzellinien. Das ATCC-VR2332 Virus 
wachst zu einem hohen Titer (IO^CIDsq/I ml) in der kommerziell verfugbaren Zellinie MA-104 heran. 

Das ATCC-VR2332 Virus besitzt eine Lipidumhullung, was durch einen Verlust an Infektivitat nach Chloroformbe- 
handlung nachgewiesen wurde. Eine Lipidumhullung kann auch als durchscheinender Ring um die leeren Partikel 
nachgewiesen werden. Die Morphologie des SIRS Virus ist in der direkten Elektronenmikroskopie (DEM) nicht aus- 

so gepragt und nur ausgesprochen schwer in Praparationen zu identifizieren, die zellulare Ruckstande enthalten. Das 
ATCC-VR2332 Virus kann nach Reinigung mittels CsCI-Gradienten, gefolgt durch Immunogold-Markierung des Virions 
mit anti-ATCC-VR2332 Hyperimmunsera und Goldkonjugat identifiziert werden. Die Schwebedichte der ATTC-VR2332 
Virionen in CsCI-Gradienten liegt bei 1,18 bis 1,19 g/ml. Sucrosegradienten weisen durchweg einen betrachtlichen 
Virustiterverlust auf und wurden als geeigneter Gradient fur die Reinigung verworfen. Die Morphologie der Gradienten- 

55 gereinigten ATCC-VR2332-Partikel und der durchschnittliche Durchmesser von 62 mm sind ahnlich denen der Virionen 
der equinen Arteritis und denen der Lactat-Dehydrogenare Viren. Fflr equine Arteritis Viren wird ein GrdBenbereich 
von 50-73 nm angegeben, ahnlich der 48-84 nm GroBe fur das ATCC-VR2332-Virus. 30-35 nm Kerne in mehreren 
ATCC-VR2332-Partikeln wurden beobachtet, wobei die Kerne an die Nucleocapsidkerne erinnern, wie sie fur das 



4 



EP 0 529 584 B1 



equine Arteritis Virus beschrieben wurden. Morphologisch gesehen steht das ATCC-VR2332 Virus der Arteritis Virus- 
gruppe am nachsten. 

Die Prasens eines RNA Genoms von ATTC-VR2332 wurde durch die Fahigkeit des Virus zu einer Fortsetzung 
der Replikation in Gegenwart von 5-Brom-2- Deoxyuridin und Mitomycin C bestatigt, die dafur bekannt sind, die Re- 
5 plikation der DNA und einer RNA Virusfamilie (Retroviridae) - nicht aber von anderen RNA Wen - zu inhibieren. Au- 
Berdem stimmt die vorlaufige Kfassifizierung des ATCC-VR2332 Virus als RNA Virus mit der Beobachtung Oberein, 
daB das Virus im Cytoplasma einer Zeile repliziert, was durch die Prasens von Wusantigenen gezeigt wird, die durch 
ImF nachgewiesen wurden. Auch Actinomycin D, das mit der DNA^abhangigen RNA-Transkription interferiert, hat 
keinen Effekt auf die Replikation des ATCC-VR2332 Virus. Diese Ergebnisse zeigen, daB das ATCC-VR2332 Virus 
10 keine nuklearen Funktionen fur die Replikation benotigt. 

Das ATCC-VR2332 Virus ist hitzelabil bei 37°C und 56°C, aber fur lange Zeit stabil bei 4°C und -70°C. Die Ther- 
molabilitat des Virus bei 37° C legt nahe, daB das Virus relativ instabil in warmer Umgebung ist. Dies hat auch eine 
praktische Bedeutung fur die Vermehrung des Virus, indem Wachstumstemperaturen geringer als 37°C hohere Aus- 
beuten an ATCC-VR2332- Virus lief em. Kuhlung sollte fur das kurzzeitige Aufbewahren diagnostischer Proben fur die 
15 Virusisolation genugen, andernfalls sollte die Probe eingefroren werden. 

ZusammengefaBt lassen GroBe, Morphologie, Anwesenheit eines RNA-Genoms und andere biologische Eigen- 
schaften das ATCC-VR2332 Virus vorlaufig der Familie der Togaviridae zugehorig erscheinen. ATCC-VR2332 kann 
jedoch nicht definitiv in eine Gattung dieser Familie eingeordnet werden. Obgleich das ATCC-VR2332 Virus morpho- 
logisch gesehen mit den Arteritis Viren nahe verwandt erscheint, sollte das Virus solange nicht in eine definierte Gattung 
20 eingeordnet werden, solange nicht zusatzliche Information zur RNA- und Proteinstruktur verfugbar sind. 

D. MODIFIZIERTE LEBEND-IMPFSTOFF-HERSTELLUNG 

Eine Impfstoffherstellung wurde formuliert durch EinschluB eines modifizierten oder eines attenuierten lebenden 
25 ATCC-VR2332, dessen Verabreichung Schweine erfolgreich gegen eine Infektion immunisierte. Das SIRS Virus ATCC- 
VR2332 wurde in der kontinierlichen MA-104 Zellinie propagiert. Die Zellinie wurde in Flaschen angezogen, die MEM 
enthielten, zu dem 10 % fotales Kalberserum zugegeben worden war. Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7,2 ein- 
gestellt und das Medium bei annahernd 37°C inkubiert. Das virus wurde durch Zugabe von ungefahr 1 ml eines ein- 
gef rorenen Inokulums zu dem flussigen Medium in die Zellen inokuliert. AnschlieBend lieB man das Virus fur 24Stunden 
30 an die Zellen absorbieren. 

Dann wurde das Wachstumsmedium durch ein Erhaltungsmedium ersetzt, das aus MEM bestand, zu dem 4 % 
fotales Kalberserum, pH 7.6, zugegeben worden waren. Die umgebungstemperatur betrug 35-37°C. Das Virus wurde 
solange angezogen, bis 50 1 der MA-104 Zellschicht durch das Virus zerstort waren. Die Probe wurde eingefroren und 
fur eine Passage in einer anderen Flasche mit MA-104 Zellen verwendet. Dieser ProzeB wurde fOr 25 Passagen des 
35 Virus in der Zellinie durchgefuhrt Das Virus wurde anschlieBend weitere 12 Mai bei circa 31 °C propagiert, im Gegen- 
satz zu den 35 bis 37°C, wobei aber die gleichen Techniken wie oben beschrieben verwendet wurden. Die zwoffte 
Passage wurde in Form, kleiner Aliquots eingefroren und als "Master Seed Virus" bezeichnet. 
Im einzelnen umfaBt die Erfindung demnach folgende Gegenstande 

40 - ein Verfahren zur Attenuierung des SIRS Virus, ATCC-VR2332, dadurch gekennzeichnet, daB es die Passage des 
Virus uber eine Affenzellinie bei ungefahr 35 bis 37° C und anschlieBend die Passage des resultierenden Virus 
uber eine Affenzellinie bei ungefahr 31 °C umfaBt, 

ein Verfahren zur Attenuierung wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet, das die Passagen uber eine Af- 
45 fenzellinie in Erhaltungsmedium in Gegenwart von Serum bei einem pH von ungefahr 7.6 durchgefuhrt wird, 

ein Verfahren zur Attenuierung wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet, daB die Passage bei ungefahr 
34-37°C funfundzwanzigmal und die Passage bei 31 °C zwolfmal durchgefuhrt wird, 

50 - ein Verfahren zur Attenuierung wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet, daB die Affenzellinie MA-104 ist, 

ein Verfahren zur Attenuierung wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet, daB die Passagen ohne COg 
durchgefuhrt werden, 

55 - eine Impfstoffzusammensetzung, herstellbar gemaB einen der ober beschriebenen Verfahren, 

eine Verwendung der Impfstoffzusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels zur Immunisierung von 
Schweinen gegen SIRS. 
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BEISPIEL 

Beispiel fur eine Preparation von attenuiertem ATCC-VR233 
s I. Medien: 

a. "Eagles Minimum Essential Medium (MEM) von JRH Biosciences, # 200-2041 

b. Fotales Kalberserum (FCS) von JRH Biosciences 

10 

c. Wachstumsmedium fur Zellanzucht, MEM und 10 % Fotales kalberserum 

d. Erhaltungsmedium: MEM, 4% fotales Kalberserum 
15 e. Trypsin- Versene IX 

f. Natriumbicarbonat, 5 % oder gesattigt 

II. Gewebekultur: 

20 

benutzte Zellinie: MA-1 04 ("African Green Monkey Kidney n -Zellen, die innerhalb einer Grenze von 20 Zellpassagen 
gehalten werden (Zellpassage 58-78). 

III. Ausrustung: 

25 

75 cm Gewebekulturflaschen 

Inkubator bei 35-37° C 
Inkubator bei 31 °C 
30 Zentrifuge 

IV. Methode zur Herstellung von attenuiertem SIRS VR-2332-Virus angezogen bei 35-37°C 
A. Herstellung einer Gewebestammkultur: 

35 

1. 5 bis 7 Tage alte MA-1 04 75 cm 2 -Stammflaschen wurden auf folgende Weise 1 :4 aufgeteilt: 
a. AbgieBen des gesamten Mediums (50 ml pro Flasche) 
40 b. Entfernen der Zellschicht mittels 10 ml Trypsin-Versene durch Inkubation bei 37°C fur 5 bis 10 Minuten 

c. Entnahme der Zellen aus der Flasche und Zentrifugation bei 270 x g fur 5 bis 10 Minuten 

d. Dekantieren des Uberstandes und Resuspendieren der Zellen in 5-10 ml Wachstumsmedium (MEM, 10 % 
45 FCS). 

e. Auf nahme aller Zellen in 200 ml MEM, 1 0 % FCS, das dann 1 :4 auf vier 75 cm-Flaschen, 50 ml pro Flasche, 
suspendiert und aufgeteilt wird. Die Flaschen werden dann bis 35-37°C aufbewahrt bei sie bebraucht werden 
(kann auch ohne C0 2 durchgefuhrt werden). 

so 

f. 3 Oder 4 Tage alte Flaschen, die eine vollstande Zellschicht gebildet haben, sind nun fertig zum Gebrauch. 

g. Einstellen des pH-Wertes von 50 ml Medium in Flaschen auf pH 7,2 and anschlieBende Zugabe von 1 ml 
SIRS Virus zum Medium und Inkubation der Flaschen bei 35-37°C (kann ohne C0 2 durchgefuhrt werden). 

55 

h) Nach 24 Stunden wird das Medium verworfen und die Flaschen mit 50 ml MEM, 4 % FCS, pH 7,6 aufgefullt 
und wieder bei 35-37°C inkubiert. 
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i) 24 Stunden nach dem Flussigkeitswechsel sollte sich ein cytopathischer Effekt zeigen; wenn 50-60 % der 
Zellschicht durchlochort sind, werden die Flaschen eingefroren. 

j) Nach Auftauen oben beschriebener Flasche kann 1 ml dieser Flussigkeit aufgenommen werden, in eine 
5 neue 75 cm-Flasche wie oben beschrieben Qberfuhrt werden, um eine neue Zellpassage des SIRS VR- 

2332-Virus durchzufuhren. 



Das oben beschriebene Verfahren wurde insgesamt 25 Mai durchgefuhrt bzw. das SIRS VR-2332 wurde 25 Mai 
bei 35 bis 37°C einer Zellpassage unterworfen. 

10 

V. Verfahren zur Herstellung von attenuiertem SIRS VR-2332-Virus, angezogen bei 31 °C 

(Es ist wichtig festzuhalten, daB das VR-2332-Virus das einer 25-fachen Zellpassage bei 35-37°C unterworfen 
wurde, benutzt wurde um die erste Zellpassage fur die SIRS VR-2332-Virusanzucht bei 31 °C durchzufuhren) 

15 

A. Preparation der Gewebestammkultur: 

1 . 5 bis 7 Tage alte MA-104 75 cm-Stammflaschen wurden auf folgende Weise 1 :4 aufgeteilt: 
20 a. AbgieGen des gesamten Mediums (50 ml pro Flasche) 

b. Entfernen der Zellschicht mittels 10 ml Trypsin-Versene durch Inkubation bei 37°C fur 5 bis 10 Minuten 

c. Entnahme der Zellen aus der Flasche und Zentrifugation bei 270 x g fur 5 bis 10 Minuten 

25 

d. Dekantieren des Uberstandes und Resuspendieren der Zellen in 5-10 ml Wachstumsmedium (MEM, 10 % 
FCS). 

e. Aufnahme alier Zellen in 200 ml MEM, 10 % FCS, das dann 1:4 in vier 75 cm-Flaschen, 50 ml pro Flasche, 
30 suspendiert und aufgeteilt wird. Die Flaschen werden dann bei 35-37° C aufbewahrt bis sie bebraucht werden 

(kann auch ohne C0 2 durchgefuhrt werden). 

f. 3 oder 4 Tage alte Flaschen, die eine vollstande Zellschicht gebildet haben, sind nun fertig zum Gebrauch. 

35 g. Einstellen des pH-Wertes von 50 ml Medium in Flaschen auf pH 7,2 and anschlieBende Zugabe von 1 ml 

SIRS Virus zum Medium und Inkubation der Flaschen bei 31 °C (kann ohne C0 2 durchgefuhrt werden). 

h) Nach 24 Stunden wird das Medium verworfen und die Flaschen mit 50 ml MEM, 4 % FCS, pH 7,6 aufgefullt 
und wieder bei 31 *C inkubiert. 

40 

i) 24 Stunden nach dem Flussigkeitswechsel sollte sich ein cytopathischer Effekt zeigen; wenn 50-60 % der 
Zellschicht durchloschert sind, werden die Flschen eingefroren. 

j) Nach Auftauen oben beschriebener Flasche kann 1 ml dieser Flussigkeit aufgenommen werden, in eine 
45 neue 75 cm-Flasche wie oben beschrieben uberfuhrt werden, um eine neue Zellpassage des SIRS VR- 

2332- Virus durchzufuhren. 

Die obige Prozedur wurde insgesamt zwolfmal bei 31 °C durchgefuhrt. Die zwolfte Passage des bei 31 °C ange- 
zogenen Virus wurde als "Master Seed Virus" fur die Impfstoffproduktion bezeichnet. 
so Das kalt adaptierte Virus ("Master Seed Virus") mit einem Titer von annahernd 10 4 - 5 bis ungefahr 10 5 ' 0 TCID 50 

pro Milliliter wurde gewohnlichen Schweinen intranasal und intramuskular verabreicht. Ein pharmazeutischer Trager- 
stoff wurde gewohnlichen Schweinen als Kontrolle intranasal und intramuskular verabreicht. Die mit dem attenuierten 
Virus geimpften Schweine entwickelten, nachdem sie dem ATCC-VR2332 Virus (Titer: 10 4 - 2 TCID^ pro Milliliter) aus- 
gesetzt waren, keine SIRS-Symptome. Der kalt-adaptierte Virus kann mit jedem kompatiblen, konventionellen phar- 
os mazeutischen Tragermaterial kombiniert werden. Obwohl die I mpfstoff preparation intranasal und intramuskular ver- 
abreicht wurde, sind naturlich auch andere Verabreichungsformen moglich und vorstellbar. 

Fur den Fachmann ist es naturlich offensichtlich, daB verschiedene Modifikattonen der Wachstumsbedingungen, 
verschiedene Methoden der Attenuierung des SI RS Virus ATCC-VR2332, der Preparation von Impfstoffformulierungen 
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ohne weiteres gemacht und abgeleitet werden kdnnen. 



Patentanspruche 

1 . Verf ahren zur Attenuierung des SI RS Virus, ATCC- VR2332, dadurch gekennzeichnet, daB es Passagen des Virus 
in einer Affenzeilinie bei ungefahr 35 bis 37°C und anschlieGend Passagen des resuttierenden Virus in einer Af- 
fenzeliinie bei ungefahr 31 °C umfaGt. 

2. Verfahren gemaG Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG die Passagen in einer Affenzeilinie in Erhaltungsme- 
dium in Gegenwart von Serum bei einem pH von ungefahr 7.6 durchgefuhrt werden. 

3. Verfahren gemaG Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft die Passage bei ungefahr 34-37° C funfund- 
zwanzigmal und die Passage bei 31 °C zwolfmal durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren gemaG einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daG die Affenzeilinie MA-104 ist. 

5. Verfahren gemaG Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daG die Passagen ohne C0 2 durchgefuhrt werden. 

6. Impfstoffzusammensetzung herstellbar gemaG einem der AnsprOche 1 bis 5. 

7. Verwendung der Impfstoffzusammensetzung gemaG Anspruch 6 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Immuni- 
sierungvon Schweinen gegen SIRS. 



Claims 

1. Process for attenuating the SIRS virus, ATCC-VR2332, characterised in that it comprises passages of the virus 
in a monkey cell line at about 35 to 37°C and then passages of the resulting virus in a monkey cell line at about 31 °C. 

2. Process according to claim 1 , characterised in that the passages are carried out in a monkey cell line in maintenance 
medium in the presence of serum at a pH of about 7.6. 

3. Process according to claim 1 or 2, characterised in that the passage at about 34-37°C is carried out twenty-five 
times and the passage at 31 °C is carried out twelve times. 

4. Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that the monkey cell line is MA-104. 

5. Process according to claim 4, characterised in that the passages are carried out without C0 2 . 

6. Vaccine composition which may be prepared according to one of claims 1 to 5. 

7. Use of the vaccine composition according to claim 6 for preparing a pharmaceutical composition for immunising 
pigs against SIRS. 



Revendications 

1 . Procdde pour attenuer le virus du SIRS, ATCC-VR2332, caracteris6 en ce qu'il comprend des passages du virus 
dans une lignee cellulaire simienne a environ 35 a 37° C puis des passages du virus resultant dans une lignee 
cellulaire simienne a environ 31 °C. 

2. Procecte selon la revendication 1, caracterise en ce que les passages dans une lignee cellulaire simienne sont 
realises dans du milieu de conservation en presence de se>um a un pH d'environ 7,6. 

3. Precede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le passage a environ 34-37°C est realise vingt cinq 
fois et le passage a 31 °C est realise douze fois. 
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Precede selon Tune des revendications 1 a 3 P caracterise en ce que la Iign6e cellulaire simienne est MA-104. 
Precede selon la revendication 4, caracteris6 en ce que tes passages sont realises sans C0 2 . 
Composition de vaccin qui peut etre preparee selon Tune des revendications 1 a 5. 

Utilisation de la composition de vaccin selon la revendication 6 pour la preparation d'un medicament pour I'immu- 
nisation des pores contre le SIRS. 
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